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［摘要］目的 探讨急性白血病患者骨髓内皮祖细胞（EPCs）数量变化与骨髓微血管密度的关系．方法 采

用流式细胞术检测 36例初诊急性白血病患者骨髓 EPCs数量，同时应用免疫组织化学法（SP法）检测骨髓活检

样本微血管密度（MVD），以良性血液病患者 10 例为对照组．结果 AL 患者骨髓 EPCs 绝对计数 （108.36±

15.43）个 /滋L较对照组（16.10±5.26）个 /滋L显著升高（＜0.01）．AL患者骨髓 MVD为（19.31±2.29） /400倍

视野）较对照组（7.70±1.64） /400倍视野，显著升高（ ＜0.01）．经 Pearson相关性分析，AL患者骨髓 EPCs绝

对计数与骨髓 MVD呈正线性相关 ＝0.963， ＜0.01．结论 内皮祖细胞在 AL骨髓血管新生中可能具有一定作

用，有可能成为 AL抗血管生成治疗的新靶点．
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［Abstract］ Objective To evaluate the count of endothelial progenitor cells（EPCs） in bone marrow of acute

leukemia（AL） patients and its association with microvessel density. Methods EPCs were quantified by flow

cytometry procedures in 36 AL patients at the time of diagnosis. Microvessel density（MVD） in bone marrow was

determined by immunohistochemistry method with 10 benign hemopathy patients as control group.Results Absolute

count of EPCs in bone marrow of AL patients（108.36±15.43/滋L） was significantly higher than control group

（16.10 ±5.26/滋L） （ ＜0.01）．Compared with the control group（7.70 ±1.64/400 magnification），MVD in

borrow marrow of acute leukemia patient（19.31±2.29/400magnification） was significantly higher（ ＜0.01） .

Absolute count of EPCs in bone marrow of AL patients was positively correlated with MVD value（＝0.963， ＜

0.01） by Pearson correlation analysis．Conclusion EPCs may play an important role in the microvessel

hyperplasia in AL，and could be a new target for the treatment of AL.
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急性白血病（acute leukemia，AL）是造血系统

恶性克隆性疾病，严重威胁人类健康和生命，目前

治疗主要以联合化疗为主，完全缓解 （complete

remisson，CR）率 60%～85%，长期生存率约 30%

～60%．随着血管新生在实体肿瘤中的作用已得到

广泛认可，抗血管生成治疗已成为当前肿瘤治疗的

热点．血管新生在血液系统恶性肿瘤中的研究以多
发性骨髓瘤（multiple myeloma，MM）最早[1]，目前

沙利度胺用于治疗MM，其抗血管新生作用已被证

实．近年研究[2-4]发现急性白血病 AL患者骨髓血管
新生明显增多，提示血管新生在其发病机制中扮演

重要角色，是否白血病与多发性骨髓一样，可以通

过抗血管生成机制进行治疗有待证实，内皮祖细胞

（endothelial progenitor cells， EPCs） 是内皮细胞

（endothelial cells，ECs）的前体细胞，参与实体肿

瘤的血管生成[5]，但其在 AL骨髓血管新生的作用

未见报道．本研究通过检测 AL患者骨髓 EPCs数

量和骨髓微血管密度（microvessel density，MVD），

初步探讨 EPCs与 AL骨髓血管新生的关系，为寻

求白血病抗血管生成治疗新靶点提供新思路．

1 材料与方法

1.1 实验样本

选取 2009年 1月至 2011年 7月昆明医科大学

第一附属医院血液科初诊 AL患者 36例为研究对

象，其中男 19 例，女 17 例，中位年龄 36 岁

（19～ 68岁），ALL患者 15例，AML患者 21例，

诊断符合《血液病诊断及疗效标准》 [6]．良性血液

病对照 10例，其中特发性血小板减少性紫癜 2例、

巨幼细胞性贫血 3例、缺铁性贫血 5例（病因为月

经过多 2例、消化道溃疡 3 例），中位年龄 32 岁

（15～ 69岁）．

1.2 实验方法

1.2.1 样本采集 取患者骨髓 2 mL存于 EDTA管，

送流式细胞仪检测，同时取患者骨髓 1 mL存于

EDTA管行骨髓有核细胞计数检测．取髂前或髂后
上棘骨组织约 1～2 cm置于 Bouin固定液送检．

1.2.2 主要试剂及仪器 细胞表面标志 : KDR＋

CD133＋ CD45 CD34＋（CD34- 2FITC 及同型对照、

CD45- 2Cy5 购 自 美 国 Beckman Coulter 公 司、

CD133- 2RPE及同型对照均购自美国 eBioscience公

司）．兔抗人 vWF多克隆抗体（福建迈新生物技

术有限公司）、抗兔 IgG-HRP多聚体（福建迈新生

物技术有限公司）、DAB显色液（Dako公司）．主

要仪器为 Beckman Coulter Cytomics FC 500 MPL 流

式细胞仪、日本 Sysmex XE-2100全自动五分类血

细胞分析仪．

1.2.3 检测方法（1）流式细胞术：样本用 PBS对

倍稀释，Ficoll 分离，1 500 r/ min 离心 20 min，

PBS洗涤 2次．将细胞加入 96孔板中，每孔 5×

105，加入抗体 5 滋L，4℃孵育 30～60 min，用

PBS洗涤样本 2次，100 滋L的 1 %多聚甲醛固定，

流式细胞仪检测得出 EPCs相对计数，血液分析仪

检测得出有核细胞总计数，根据绝对计数计算公

式[7]（目标细胞绝对计数 =有核细胞总计数×目标

细胞百分比）计算出 EPCs的绝对计数；（2）免

疫组化（SP法）检测：骨髓活检样本常规制备石

蜡包埋切片 4 滋m厚．使用兔抗人 vWF多克隆抗体

标记内皮细胞．二抗采用抗兔 IgG-HRP多聚体，

常规显色、苏木素复染、脱水、透明、封片．

MVD计算：凡呈现棕色单个内皮细胞或内皮

细胞簇作为一个血管计，除外肌层较厚的血管．

计数方法，首先用低倍镜（10×10）扫视整张切

片，确定微血管最密集的 3个视野（热点），然后

在高倍镜 （10×40）视野范围内计数所有染色的

微血管．取 3个视野计数结果的均数为该切片的

微血管数[8]．

1.3 统计学分析

经 K-S检验 EPCs绝对计数服从正态分布，数

据资料以均数±标准差（x±s）表示；AL患者组

与对照组数据比较采用两样本均数的 检验；骨髓

EPCs 绝对计数和 MVD 计数呈线性相关，经

pearson相关分析两者关系，以上分析采用 SPSS统

计软件完成．

2 结果

AL 患者骨髓 EPCs 绝对计数较对照组升高，

差异有统计学意义（ ＜0.01）；AL患者骨髓 MVD

较对照组明显升高，差异有统计学意义 （ ＜

0.01），见表 1．免疫组化结果（见图 1）显示 AL
患者骨髓微血管较正常对照组数量多，血管腔呈

显著不规则分支状，细小分支多见，形态较幼稚;

小血管无血管腔（图 1A、1C）．对照组骨髓微血

管血管管腔较规则，分支少，形态较成熟（图 1B、

1D）．

EPCs绝对计数与骨髓 MVD经 Pearson相关性

分析，AL患者骨髓 EPCs绝对计数与骨髓 MVD呈

正线性相关（＝0.963， ＜0.01），见图 2．



与对照组比较， ** ＜0.01．

3 讨论

1997年，Asahara等[9]首次分离并证实成年人

外周血中存在着能分化为血管内皮细胞的 EPCs，

是造血微环境的重要细胞成分，研究证实[5]EPCs的

组 别 n
AL组 36

对照组 10

EPCs（个 /滋L）

108.36±15.43**

16.10±5.26

MVD（/400倍视野）

19.31±2.29**

7.70±1.64

表 1 对照组及 AL患者骨髓 EPCs绝对计数及MVD检测结果（x±s）
Tab. 1 The results of bone marrow EPCs counts and MVD in AL patients and control（x±s）

图 2 AL患者骨髓 EPCs计数与MVD计数散点图

Fig. 2 The scatterplot of bone marrow EPCs counts

and MVD in AL patients

图 1 AL患者骨髓MVD与对照组MVD比较

Fig. 1 Comparison of bone marrow MVD between AL patients and control

A:AL患者 MVD（×100）；B:正常对照 MVD（×100）；C:AL患者 MVD（×400）；D:正常对照 MVD（×400）

D

A

B

C

迁移、分化、增殖参与实体肿瘤的血管新生．I-

greja C等[10]研究发现非霍奇金淋巴瘤患者的血液循

环和肿瘤实体中 EPCs 水平较正常人升高．

Wierzbowska A 等 [11]检测发现 AML 患者外周血

EPCs绝对计数较对照组升高，其数量变化与病情

进展及疗效密切相关．本研究显示 AL患者骨髓中

EPCs绝对计数较对照组显著升高，AL患者骨髓中
EPCs存在数量上的变化，提示 EPCs可能与 AL发

病有关．

肿瘤血管生成在肿瘤生长和转移中发挥重要

作用，MVD检测是评价肿瘤内血管生成的量化指

标．国内外学者[2-4]研究证实在白血病患者骨髓存

在血管新生， Todorovic M[2]等研究发现 ALL患者骨

髓 MVD显著升高，认为血管新生在 ALL病理生理

机制中扮演了重要角色．Jufang Fu [3]等研究发现

AML患者骨髓 MVD升高，并与骨髓 CD147、血管

内皮生长因子（VEGF）表达水平呈正相关．刘学
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文[4]等研究发现白血病患者骨髓 MVD、VEGF、骨

髓细胞环氧化酶 -2（COX-2）阳性率均较对照组

升高，认为白血病可能同实体瘤一样具有血管新生

依赖性．本研究显示 AL患者骨髓 MVD较正常对

照组显著升高，提示血管新生在 AL发病机制中扮

演重要角色，与上述报道一致．

EPCs已被证实能分化为血管内皮细胞，EPCs

的迁移、分化、增殖参与肿瘤的血管新生，本研究

分析 EPCs 计数与 MVD 的关系提示 AL 患者骨髓
EPCs 绝对计数与 MVD 呈正相关，推测 EPCs 在

AL患者骨髓血管新生中起重要作用，EPCs有可能

成为白血病抗血管生成治疗的新靶点，有望通过抑
制 EPCs的分化、增殖达到抗白血病血管生成的目

的，为急性白血病的治疗寻找新途径．
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